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1. 要旨 
小脳神経膠腫の分子異常を明らかにすべく 27 症例の手術検体を用いて解析を
行った。特に 17 症例に対してはオミックス解析を施行した。解析の結果、小脳
神経膠腫はクロマチン関連遺伝子  (SETD2 や H3F3A) や p53 関連遺伝子 
(PPM1D や TP53) のゲノム異常、PDGFRA と関連した遺伝子群のエピゲノム変
化や発現亢進など、他部位の神経膠腫とは異なった分子プロファイルを有して
いることが明らかになった。また正常神経系細胞の分化と関連した転写因子の
制御パターンにおいても他部位に発生した神経膠腫と違いがみられ、特に小脳
神経膠腫では SOX10 の亢進が特徴的であった。このような知見に基づき小脳神
経膠腫に特異的な分子異常を標的とした治療が有効である可能性が示唆された。 
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2. 序文  
神経膠腫 (glioma) は中枢神経系原発の脳腫瘍としては最も高頻度で、年間 10
万人に 5 人程度の割合で発生する。特に周囲脳組織に浸み込むように発育する
びまん性神経膠腫 (diffuse glioma)は、手術による全摘出は不可能である。びま
ん性神経膠腫は WHO (World Health Organization) グレードによりⅡからⅣに分
けられる。後述の分子異常の観点から初発時にグレードⅡまたはⅢの神経膠腫
とグレードⅣの神経膠腫は別の生物学特性を持った腫瘍と考えらえる。WHO グ
レードⅣのの膠芽腫 (glioblastoma, GBM) の予後は、摘出術後、標準治療である
放射線照射及びテモゾロマイド投与を行った群で、その全生存期間は 14.6 ヶ月
程度と他の臓器の癌腫と比較しても極めて悪性である [60]。WHO グレードⅡま
たはⅢの神経膠腫においては星細胞腫 (astcorytoma) 系腫瘍と、乏突起膠腫 
(oliogodendroglioma) 系腫瘍があるが、これらも年月をかけてグレードⅣへと悪
性転化していく。そのため、この難治疾患に対してさらなる病態の解明と新規
治療の開発が望まれる。 
一方、次世代シークエンサーの登場により様々な癌種に対して、精力的に網羅
的癌ゲノム解析がなされ、神経膠腫においてもその分子異常の全貌が明らかに
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なってきた。2005 年より米国主導で行われている TCGA (The Cancer Genome 
Atlas) プロジェクトにおける成人神経膠腫の分子解析では、GBM のほとんどの
症例で RTK (receptor tyrosine kinase) 経路、p53 経路、RB1 経路のそれぞれに遺
伝子変異や染色体コピー数変化などの異常が同定された [6, 9]。また TERT プロ
モーターの変異が約 70%の GBM で同定され、これらの症例は TERT 発現増加を
伴っていた。遺伝子発現や DNA メチル化データによる統合解析では、同じ GBM
と病理診断される症例の中でも予後に差がみられるいくつかのサブグループが
存在することが明らかになった [11, 67]。一方で、WHO グレード II 及び III の
低分化型びまん性神経膠腫の解析では、これらの大半に共通して IDH1 変異がみ
られ、さらに星細胞腫 (astrocytoma) 系腫瘍では TP53 や ATRX の変異が、乏突
起膠腫 (oligodendroglioma) 系腫瘍では 1番染色体短腕及び 19番染色体長腕のヘ
テロ接合性消失 (loss of heterozygosity, LOH) やCICやFUBP1等の変異を有する
ことが明らかとなった [10, 70]。IDH1 はクエン酸回路のイソクエン酸デヒドロ
ゲナーゼの一つをコードする遺伝子であるが、この点突然変異によりイソクエ
ン酸をα-ケトグルタル酸に変換できなくなり、代わりの代謝産物として 2-ヒド
ロキシグルタル酸 (2-HG) が蓄積する [14]。この 2-HG が DNA 脱メチル化酵素
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である TET2 やヒストン脱メチル化酵素である KDM に抑制的に働き、glioma 
CpG island methylataor phenotype (G-CIMP) とよばれる特徴的なDNAの高メチル
化やヒストンの高メチル化をもたらし癌化を引き起こすと考えられている [35, 
41, 66]。  
 
図 1. びまん性神経膠腫の分子異常のまとめ  
過去の報告により明らかとなっているびまん性神経膠腫の分子異常を示す。左
に膠芽腫 (WHO グレード IV) を、右に低分化型びまん性神経膠腫 (WHO グレ
ード II, III) の分子異常を示す。 
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これらは主に大脳半球に発生する神経膠腫の分子異常であるが、一方で、神
経膠腫の発生部位や発症時年齢によって異なった分子異常が存在し、癌化に関
与していることもまた、最近のゲノム解析研究により明らかとなった [61]。代
表例は小児神経膠腫の網羅的ゲノム解析により発見された H3F3A 変異である。
H3F3A はヒストン H3.3 をコードする遺伝子で、このヒストンテールの 27 番目
のリジンをメチオニンに変換する K27M 変異及び 34 番目のグリシンをアルギニ
ンもしくはバリンに変換する G34R/V 変異が発見された [56]。これらの変異は
部位や年齢特異性が非常に強く、K27M 変異は小児から青壮年の脳幹、視床、脊
髄といった正中部に発生する神経膠腫に、また G34R/V 変異は思春期の大脳半球
に発生する神経膠腫に限局して見られる [2, 21, 57, 62]。また両遺伝子変異は相
互排他的で共存することがない。K27M、G34R/V はそれぞれ H3K27 トリメチル
化、H3K36 トリメチル化を抑制することによりクロマチンの高次構造を変化さ
せ遺伝子制御異常をもたらし、癌化を引き起こすと考えられている [4, 32]。特
に H3 K27M 変異がみられる正中部の神経膠腫に関しては特徴的な一群として、
2016年に改訂されたWHO分類でも“Diffuse midline glioma, H3-K27M mutant” と
いう新たな診断名がつけられることとなった  [34]。その他、DNA damage 
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response 経路の制御と関連する PPM1D の変異や SMAD シグナル経路の ALK2
をコードする ACVR1 の変異も脳幹部に発生する神経膠腫にみられるが、他部位
の神経膠腫ではほとんどみられず、IDH1 変異は大脳以外の神経膠腫では極めて
低頻度である [16, 19, 64, 71]。 
星細胞腫及び乏突起膠腫とは異なったタイプの神経膠腫である上衣腫 
(ependymoma) もまた、部位によって異なった特徴を有する。上衣腫の体細胞変
異は他癌腫と比べて少ないが、テント上の上衣腫では高頻度にクロモスリプシ
ス (染色体破砕：少数の染色体中の大規模な破壊と再編成) の結果、RELA や
YAP1 の融合遺伝子が作られ癌化をもたらす。また上衣腫のメチル化プロファイ
ルにおいてはテント上、テント下、脊髄においてそれぞれ 3 群、計 9 群に分か
れる。[36, 44, 45]。 
このような腫瘍間の分子異常の違いは予後や治療に対する感受性の違いとな
るため重要である。また治療標的となる分子異常に応じた創薬研究が進歩して
おり、今後の治療介入の幅が広がる可能性が期待出来るという点からも、腫瘍
発生部位ごとの分子プロファイルを明らかにすることは重要と言える。 
一方で小脳に発生するびまん性神経膠腫 (diffuse cerebellar glioma, DCG) は比
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較的稀であることもあり、これまでに網羅的な分子レベルの解析に関する報告
がない。本邦の全国脳腫瘍統計 14 版によると全びまん性神経膠腫のうち約 3.3%
で、海外の報告でも 0.9% - 4.0%程度である[1, 12, 24]。 
臨床的特徴は比較的若年者に多いこと、後頭蓋窩の体積が小さいため発見時
の腫瘍体積が小さいことなどが報告されている。予後に関してはその他の部位
の神経膠腫と比べて良いとするもの、悪いとするもの、脳幹への進展が見られ
る症例に限って悪いとするもの等、様々である。治療に関しても他部位の神経
膠腫と同様の方針でなされている[1, 24]。 
今回、我々は DCG の分子生物学的特徴を網羅的に探索すべく、その臨床検体
を用いて、全エクソームシークエンス、RNA シークエンス、メチル化アレイ等
によるオミックス解析を行った。さらに得られたデータを大脳、脳幹、視床等
から発生した神経膠腫のデータと比較した。その結果、DCG には様々な点で、
別部位に発生する神経膠腫と異なった特徴を有することが明らかとなった。こ
れらの結果は小脳神経膠腫に特異的な分子異常を標的とした治療戦略が有効で
ある可能性を示唆した。 
 
 10 
3. 方法  
 
3-1. 対象とした検体  
本研究は東京大学のヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会において承
認を得て施行された。（「脳腫瘍のゲノム・遺伝子解析とその臨床病理学的意義
の解明」 承認番号 G10028） 
臨床検体は東京大学医学部附属病院、杏林大学医学部附属病院、獨協医科大
学病院、東京女子医科大学病院、横浜市立大学附属病院、埼玉医科大学国際医
療センター、国立がん研究センター中央病院において、手術を施行した患者か
ら得られたものを使用した。東京大学以外のそれぞれ施設においても上述の課
題名で研究倫理審査委員会の承認を得た。 
使用した DCG 検体は、 
①	 画像上、小脳に限局 
②	 病理診断で WHO グレード II 以上のびまん性神経膠腫 
③	 初回診断時 20 歳以上 
の条件を満たす症例とし、27 症例から検体が得られた。うち 22 症例は−80 度で
 11 
凍結保存された検体で、残りの 5 症例はホルマリン固定パラフィン包埋 
(formalin fixed paraffin embedded, FFPE)  検体であった。凍結検体を得られた 22
症例のうち 17 症例からは同一患者の血液 DNA も得られた。DCG と発現データ
の比較のために、８症例の大脳 GBM の腫瘍検体も使用した。本研究に使用した
症例の基本情報及び、解析を行った内容に関して表 1 に示す。 
腫瘍及び血液検体からの DNA 抽出には DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen)を、
腫瘍検体からの RNA 抽出には RNeasy Mini kit (Qiagen) を用いた。 
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3-2. サンガーシークエンス  
 
びまん性神経膠腫で高頻度みられる H3F3A (K27)、TERT プロモーター (C228
及び C250)、IDH1 (R132)、IDH2 (R172)、のホットスポット変異の有無を調べる
べく、サンガー法によるシークエンスを行った。27 症例の腫瘍 DNA を用いて
PCR (polymerase chain reaction) を行った。DNA ポリメラーゼは KOD-Plus-Neo 
(Toyobo) を用いた。プライマー配列、アニーリング温度、増幅される PCR 断片
長を表 2 に示す。PCR 後、電気泳動を行い、目的の大きさの産物が増幅されて
いることを確認し、これをアガロースゲルから切り出し、BigDye Terminator v3.1 
(Applied Biosystems) と反応させ、シークエンス行った。 
 
 
表２ . サンガーシークエンスに用いたプライマー配列  
 
Primer! Forward primer sequence! Reverse primer sequence!
Annealing 
temparature (°C)!
Estimated size of 
PCR product (bp)!
H3F3A! TCAATGCTGGTAGGTAAG TAAGGA ! GGTTTCTTCACCCCTCCAGT! 60! 152!
TERT! CCAGCTCCGCCTCCTCCG! GCTGCCTGAAACTCGCGCC! 60! 141!
IDH1! CGGTCTTCAGAGAAGCCATT! GCAAAATCACAT TATTGCCAAC! 60! 129!
IDH2! AGCCCATCATCTGCAAAAAC! CTAGGCGAGGAGCTCCAGT! 60! 150!
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3-3. 免疫組織染色  
DCG の FFPE サンプルを使用して H3K36 トリメチル化に対する免疫組織染色
を行った。切片は厚さ 4 μm となるよう作成した。脱パラフィン処理後、クエ
ン酸バッファーにて抗原賦活処理を行い、一次抗体にインキュベーションを行
った。抗体は H3K36 トリメチル化抗体 (Abcam 社・ab9050、希釈率 1:2000)を
使用した。 
 
3-4. 全エクソームシークエンス  
腫瘍検体に加えて、同一患者からの正常血液検体を得られた 17 症例について、
腫瘍及び血液 DNA を用いて全エクソームシークエンスを行った。目的の領域を
増幅したライブラリー作成は Agilent SureSelect V6 plus COSMIC (Agilent 
Technologies) を使用して行った。まず、1μg の２本鎖 DNA を Covaris SS 
Ultrasonicator を用いて 200 bp 程度になるように断片化し、アダプター配列を両
端に付加した。全エクソン領域に設計されたビオチン化プローブとサンプルを
ハイブリダイズさせた後、ストレプトアビジン磁気ビーズを用いてエクソン領
域のみを濃縮した。さらにマルチプレックスシークエンス用にインデックスを
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付加し、PCR にて増幅を行った。こうして作成した DNA ライブラリーを
Hiseq2000 (Illumina) にて 100 bp ペアエンドリードシークエンスを行った。今回
シークエンスを行った検体はいずれも同一フローセル内で行った。得られたリ
ード情報は Burrows-Wheeler Aligner (BWA)及び NovoAlign software (Novocraft 
Technologies) を用いてヒトリファレンスゲノムであるGRCh37/hg19にマッピン
グした [23]。 
 
3-5. 変異解析・染色体コピー数解析  
全エクソームシークエンスにより得られたデータを用いて、体細胞１変異、
染色体コピー数変化、腫瘍率の検出を行うために、東京大学先端科学技術セン
タ ー ・ ゲ ノ ム サ イ エ ン ス 分 野 に て 開 発 し た ソ フ ト ウ ェ ア (karkinos: 
http://github.com/genome-rcast/karkinos) を使用した [26, 65]。このアルゴリズムで
は、がんサンプル及び正常サンプルのシークエンスリードをキャプチャーター
ゲットごとに算出し、がんと正常のリード比を算出しヘテロSNP (single 
nucleotide polymorphism) のアリル頻度情報から腫瘍率とコピー数変化を算出す
る。変異検出では腫瘍率で補正した変異リードの割合が15%以上かつ、正常血液
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DNAで検出されない変異を、変異ありとして残した。最終的に残した変異はサ
ンガーシークエンスやRNAシークエンスのリードでも同変異が検出されるか調
べた。 
 
3-6. RNA シークエンス  
DCG14検体及び大脳GBM8検体より抽出したRNAを用いてRNAシークエン
スを行った。ライブラリー作成は TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit 
(Illumina) を使用して行った。まず、1ug のトータル RNA から、poly T オリゴの
結合した磁気ビーズを用いて、poly A を持つ mRNA のみを精製し、94 度で 2 分
間加熱することで小断片化した。次いで SuperScript II (Invitrogen) にて逆転写し、
cDNA の両端にアダプター配列を付加し、PCR にて増幅させた。こうして得ら
れたライブラリーを Hiseq2000 にてシークエンスを行った。今回シークエンスを
行った検体はいずれも同一フローセル内で行った。得られたリードデータは
BWA (Burrows-Wheeler Aligner) を用いてヒト・トランスクリプトームデータベ
ース の UCSC gene 及び、GRCh37/hg19 にマッピングし、FPKM (fragments per 
kilobase of exon per million fragments mapped, 全リードを 100 万リードに補正後、
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各遺伝子の配列長が 1000 塩基であったと仮定した時のリード数) 値を算出した。 
3-7. 融合遺伝子解析  
RNA シークエンスにより得られたデータを用いて融合遺伝子解析を行った。
各サンプルの Fastq ファイルを融合遺伝子解析用ソフトウェアである、
Genomon-fusion (https://genomon-project.github.io/GenomonPagesR/) を用いて解析
した。 
融合遺伝子の候補条件として 
①	 各リードの両側で、それぞれの遺伝子に 12 塩基以上マッチングしている。 
②	 同一ブレイクポイントのリードが想定されるリードが 4 リード以上存在する。 
③	 リードスルーを除外するために、同一染色体内での融合が想定される場合は
10 万塩基以上離れていること。 
を全て満たしていることとした。候補となったペアから癌化との関与が疑われ
るペアを選んだ。 
着目したPPM1D融合遺伝子の検証のために、該当症例のRNAをSuperscript III 
(Invitrogen) にて逆転写し、ブレイクポイントを挟むようにプライマーを設計し、
PCR を行った。プライマー配列、アニーリング温度、増幅される PCR 断片長を
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表 3 に示す。DNA ポリメラーゼは KOD-Plus-Neo を用いた。PCR 後、電気泳動
を行い、目的の大きさの産物が増幅されていることを確認し、これをアガロー
スゲルから切り出し、BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) と反応させ、
シークエンスを行った。 
 
表 3. PPM1D融合遺伝子検証のために用いたプライマー配列  
 
 
3-8. DNA メチル化解析  
17 症例の DCG から得られた腫瘍 DNA に対して Infinium MethylationEpic 
BeadChip (Illumina) を用いて DNA メチル化解析を行った。今回データ取得を行
った検体はいずれも同一アレイにて行った。各 CpG サイトプローブの beta 値は
下の式により算出した [5]。 
Primer! Forward primer sequence! Reverse primer sequence! Annealing temparature  (°C)!
Estimated size 
of PCR product 
(bp)!
 PPM1D fusion isoform 1! AATGTGCCAGGACCAAGAGG! TCAAGGAGATTCGGTGACA! 60! 311!
 PPM1D fusion isoform 2! AATGTGCCAGGACCAAGAGG! TGCTCAAACTGGCAAGGTCT! 60! 340!
 PPM1D fusion isoform 3! AATGTGCCAGGACCAAGAGG! GTTCCCGGCCTCTTTTTCCT! 60! 318!
 19 
メチル化アレルの信号強度 / (非メチル化アレルの信号強度 + メチル化アレル
の信号強度 + 100) 
この beta 値は 0 (非メチル化) から 1 (メチル化)の幅を持ち、各 CpG サイトプロ
ーブのメチル化レベルを反映している。 
17症例のDCGから取得したメチル化アレイデータのうち、全エクソームシー
クエンスで腫瘍率の低かった3症例に関しては正常脳のメチル化データを含め
てクラスタリング解析を行ったところ、正常脳と近いメチル化パターンを示し
たため除外した。クラスタリング解析は14症例のDCGのデータに加え、Sturmら
の報告で使用された210例の高悪性度神経膠腫のMethylation450K BeadChip のデ
ータを統合させて行った  [62]。このデータのうち、DKFZ (German Cancer 
Research Center) グループのものはNational Cancer for Biotechnology Information 
(NCBI) のGene Expression omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih. gov/geo) より
アクセッション番号 GSE36278にて、またTCGA (The Cancer Genome Atlas) グル
ープのものは TCGAウェブサイト (https:// tcga-data.nci.nih.gov) より入手した。
染色体X, Yのプローブ及びSNPプローブを除いた後、本研究のMethylationEPIC 
BeadChipプローブと、使用した公共データのInfinium450K BeadChipプローブの
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うち共通プローブを抽出し、その中からXY染色体上プローブ及びSNP近傍のプ
ローブを除いた、 300870プローブを使用した。標準偏差で上位8000プローブを
抽出し、RパッケージのConsensusClusterPlusを用いてクラスタリング解析を行っ
た。既報と同様にアルゴリズムは非階層型のk-means法、計算法はEucledian法と
した。既報と同様にk=6を採用した。 
プロモーター領域のメチル化解析では18症例のDCGデータ (うち4症例は上
述の210症例の公共データにおけるDCG症例のデータ) と上述の210症例の公共
データ中で大脳由来であることが明示されている123症例の高悪性度神経膠腫
のデータを比較した。プロモーター領域のプローブはUCSC geneとGRCh37/hg19
の転写開始点から1500塩基以内のプローブとして定義し、各遺伝子のプロモー
タープローブのbeta値の平均値を算出することで、1遺伝子１つのbeta値に代表さ
せた。DCG及び大脳高悪性度神経膠腫の２群で、beta値の平均の差及び、ウェル
チ t 検定の検定値 (p値をBenjamini-Hochberg法により多重検定したq値) を算出
し、volcano plotを作成した。 
この解析で得られた、解剖学的領域ごとのプロモーターメチル化の違いを検
証 す べ く 、 Fontebasso ら (GSE55712) 、 Zhang ら  (GSE50774) 、 相 原 ら 
 21 
(JGAS00000000106) のInfinium Methylation450K BeadChip	 データ も使用した 
[2, 19, 71]。	  
	 	 	 	  
3-9. 遺伝子発現マイクロアレイデータの処理  
Sturm らの報告で使用された遺伝子発現マイクロアレイ (Affymetrix U133 plus 
2.0 platform) データを GSE36245 にて取得し、ノーマライズ処理をして使用した 
[62]。それぞれの症例に対応する DNA メチル化データ (GSE36278) を取得し、
SOX10 プロモーターメチル化と発現の相関の有無を検証した。 
	 	  
3-10. モチーフ解析  
	 224症例のDNAメチル化データ (本研究で取得したデータに加えて、Strumら
のデータを合わせたもの) をSOX10プロモーターのメチル化レベル (beta値の平
均) で3群に分けた。 
SOX10 promoter hypomethylation 群 :  beta値 < 0.5 
SOX10 promoter intermediate methylation 群 : 0.5 ≦ beta値 < 0.7 
SOX10 promoter hypermethylation 群 : 0.7 ≦ beta値 
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SOX10 promoter hypomethylation 群において、SOX10 promoter hypermethylation 群
と比較して有意にメチル化が低い非プロモーター領域のプローブ周囲配列に対
してモチーフ解析行うために、この２群間でそれぞれのプローブの beta 値の平
均の差とウェルチ t 検定の検定値 (p 値を Benjamini-Hochberg 法により多重検定
した q 値) を算出し volcano plot を作成した。より差が大きい領域を抽出して解
析すべく、閾値は q 値 < 1×10-10 かつ平均の差 < −0.25 とした。この条件によ
り 1070 プローブが抽出され、これらのプローブ前後 1000 bp の配列に対して
HOMER software (v4.9 2-20-2017) を用いてモチーフ解析を行った。 
	  
3-11. 統計解析  
変異遺伝子の頻度はフィッシャー t検定で、生存解析はカプランマイヤ−法に
て全生存期間を算出しログランク法で、発現値はウィルコクソン順位和検定に
て検定を行いp値 < 0.05を優位差ありとした。 
 
 
 
 23 
4. 結果  
 
4-1. 対象患者の基本情報  
DCG 27 症例の腫瘍検体を収集した。全例が成人症例 (年齢中央値 64 歳, 28-81
歳) で WHO グレード IV が 19 症例、III が 5 症例、II が 3 症例であった。まず
神経膠腫のドライバー遺伝子として頻度の高い IDH1、IDH2、TERT, H3F3A のホ
ットスポット変異の有無を調べるべく、サンガーシークエンスを行った。一般
に低分化型びまん性神経膠腫で高頻度の IDH1 及び IDH2 の変異は全例に認めず、
GBMで高頻度のTERT プロモーター変異は1例 (3.7%) に認めるのみであった。
H3F3A の K27M 変異は 3 例 (11%) に認められたが、脳幹部の神経膠腫と比較し
て低頻度であった (表４)。以上からも DCG には異なったドライバー遺伝子変異
が存在する可能性が示唆された。 
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表 4. H3F3A、IDH1、IDH2、TERTのホットスポット変異の頻度  
 
 
 
 
4-2. 全エクソームシークエンスによる網羅的変異解析  
腫瘍に加えて正常サンプル (血液) を収集できた 17 症例に対して全エクソー
ムシークエンスを施行した。平均カバレッジは腫瘍 122.3 リード、正常 97.7 リ
ードであった (表 5)。20 リード以上のリードを確保できている領域は腫瘍 
96.8%, 正常 97.7%であった。全エクソームシークエンスのリード情報にて算出
された腫瘍率は平均 61.0% (12.0 – 91.3%) であった (表 6)。 
 Age median (range)! H3F3A K27M! IDH1 R132H! IDH2 R172K! TERT C228T or 250T!
WHO grade IV! 19! 67 (28-81)! 15.8.% (3/18)! 0% (0/19)! 0% (0/19)! 5.3% (1/19)!
WHO grade III! 5! 61 (40-70)! 0% (0/5)! 0% (0/5)! 0% (0/5)! 0% (0/5)!
WHO grade II! 3! 33 (30-67)! 0% (0/3)! 0% (0/3)! 0% (0/3)! 0% (0/3)!
All! 27! 64 (28-81)! 11.1% (3/27)! 0% (0/27)! 0% (0/27)! 3.7% (1/27)!
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表 5. シークエンスリード情報  
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 CDS coding sequence	 
Sample ID! Sample type! Total uniquely mapped reads!
Mean depth 
CDS!
More than X20 
(%) CDS!
DCG_01! normal! 89461175! 107.501! 97.166!
DCG_01! tumor! 80840528! 92.466! 96.432!
DCG_02! normal! 94182711! 114.051! 97.476!
DCG_02! tumor! 87055008! 101.830! 96.621!
DCG_03! normal! 96385351! 117.187! 97.426!
DCG_03! tumor! 82464384! 96.432! 96.601!
DCG_04! normal! 69116147! 82.756! 96.404!
DCG_04! tumor! 108148790! 118.565! 96.620!
DCG_05! normal! 67387655! 77.958! 95.884!
DCG_05! tumor! 160094302! 181.484! 98.147!
DCG_06! normal! 85454324! 98.824! 96.615!
DCG_06! tumor! 95290921! 109.827! 96.806!
DCG_07! normal! 85696965! 99.938! 96.555!
DCG_07! tumor! 105058204! 113.855! 96.494!
DCG_08! normal! 91723307! 105.062! 96.597!
DCG_08! tumor! 85895192! 96.978! 96.447!
DCG_09! normal! 84494836! 99.233! 96.741!
DCG_09! tumor! 79651358! 95.382! 96.265!
DCG_10! normal! 102437452! 121.009! 97.333!
DCG_10! tumor! 81814556! 96.585! 96.364!
DCG_11! normal! 71743603! 85.349! 96.680!
DCG_11! tumor! 86032373! 103.257! 96.807!
DCG_12! normal! 93601004! 115.792! 95.931!
DCG_12! tumor! 96829851! 115.266! 97.125!
DCG_13! normal! 74294954! 89.740! 96.602!
DCG_13! tumor! 102032715! 118.248! 97.566!
DCG_14! normal! 89359471! 104.534! 96.801!
DCG_14! tumor! 99320978! 114.588! 97.230!
DCG_15! normal! 76620373! 87.531! 96.120!
DCG_15! tumor! 81821703! 96.320! 96.012!
DCG_16! normal! 66848745! 77.147! 95.521!
DCG_16! tumor! 86359747! 101.005! 96.017!
DCG_17! normal! 70272478! 77.613! 95.947!
DCG_17! tumor! 178822283! 204.330! 97.779!
CDS, Codi g 
sequence!
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6. 腫瘍率  
 
 
 
 
 
 
 
 
全症例の体細胞変異合計は 17,682 個で、そのうち 5,735 個 (32.4%) はアミノ
酸置換を伴うものであった。これらの変異を検証すべく、対応する RNA シーク
エンスのリードを調べた。全エクソームシークエンスで検出されたアミノ酸置
換を伴う変異のうち、同ポジションの RNA シークエンスリードが 10 リード以
上認めたものが 3021 ポジションであり、そのうち 2647 ポジション (87.6%) で
全エクソームシークエンスと同じ変異がRNAシークエンスリードでも確認でき
た。この検証結果により全エクソームシークエンスデータの信頼性は十分高い
Sample ID! Tumor content ratio!
DCG_01! 0.200!
DCG_02! 0.667!
DCG_03! 0.462!
DCG_04! 0.730!
DCG_05! 0.734!
DCG_06! 0.913!
DCG_07! 0.500!
DCG_08! 0.700!
DCG_09! 0.630!
DCG_10! 0.876!
DCG_11! 0.680!
DCG_12! 0.864!
DCG_13! 0.120!
DCG_14! 0.120!
DCG_15! 0.684!
DCG_16! 0.684!
DCG_17! 0.810!
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と考えられた。 
全エクソームシークエンスを行った 17 症例のうち、2 症例 (DCG_04 及び
DCG_17) は検出変異数が極めて多く、ミスマッチ修復遺伝子の変異を伴ってお
り、hypermutator と言えた。これら 2 サンプルを除いた 15 サンプルのアミノ酸
置換を伴う変異数は合計 818 個 (平均 54.4 個) で、そのうち約 20%が短縮型変
異であった (図 2, 3)。 
 
 
 
図 2. WES で同定された変異種類の内訳  
15 症例の Non-hypermutator,と Hypermutator (DCG_04 及び 17)に分けて表記。 
 
 
Missense, 673!
Non-frameshift indel,
22
Frameshift indel, 55!
Nonsense, 44!
Splicing, 23!
Others,1!
 3489!
 1!
 55!
392! 115!
1!
794!
4!
55!
 56!  6!
1!
Non-hypermutator
DCG_04!
(Hypermutator)
DCG_17!
(Hypermutator)
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17 サンプルから検出された、代表的な遺伝子の変異を図 3 に、変異頻度順に
上位遺伝子を図 4 に示す。図 3 中の 35 変異はいずれも RNA シークエンスのリ
ード、もしくはサンガーシークエンスのリードのどちらかでも検証できた (図
5) 。正中部の神経膠腫でみられる H3F3A K27M 変異は３症例で認めた。際立っ
ていた所見として、ヒストン H3K36 トリメチル化酵素をコードする SETD2 の機
能喪失型変異を 4 症例で認めた。クロマチン制御異常をもたらす、H3F3A 変異
を伴う 3 症例と SETD2 変異を伴う 4 症例はいずれも相互排他的であり、WHO
グレード IV であった。 
もう一つの目立った所見として p53 機能喪失関連変異が高頻度で認められた。
TP53 変異は 9 症例 (58.9%) で、一般的な GBM の TP53 変異頻度が 30%程度で
ある点からも高頻度であった [6]。 検出された 11 カ所 の TP53 変異のうち、10
カ所は変異好発領域であるとともに pathogenic となると考えられている DNA 
binding domain 内の変異であった (図 6) [63]。また残りの 1 カ所も DNA binding 
domain より 5’側の splice cite 変異であり pathogenic と考えられた。TP53 変異を
伴っていた 9 症例のうち 4 症例は LOH を伴っており(DCG_5, 7, 10, 15)、2 症例
は 2 カ所の変異を伴っていた(DCG_4, 17)。PPM1D の C 末端ドメインの短縮型
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変異は p53 抑制をもたらす機能獲得型変異であるが、DCG２症例にみられた [29, 
54]	 FGFR1 のチロシンキナーゼドメインの変異は毛様細胞星細胞腫 (pilocytic 
astrocytoma) や視床、脳幹のびまん性神経膠腫で報告があるが DCG でも２症例
で認められた (DCG_1 及び_15) [19, 25] 。いずれの症例も p.K656E 変異がみら
れ、さらに DCG_11 は p.V462 変異も見られた。その他 PDGFRA の細胞外ドメ
インの変異を 2 症例に[51]、BRAF V600E 変異を 1 症例に認めた。 
 30 
 
 
 
図 3. WES にて検出された遺伝子変異と染色体コピー数異常のサマリー  
代表的な癌関連遺伝子変異を示す。アミノ酸変化を伴う遺伝子変異の総数、サ
ンプル ID、WHO グレード、hypermutator か否かを上に、パスウェイごとの遺伝
子名を左に、各遺伝子の変異頻度を右に、変異の種類を下に示す。 
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図 3. WES で同定された遺伝子変異   
Hypermutator を除いて 2 症例以上で変異を認めた遺伝子を示す。WHO グレード、
hypermutator か否か、サンプル ID を上に、右に各遺伝子変異の頻度を、下に変
異の種類を示す。 
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DCG_01, RNA-seq !
H3F3A, Missense!
Chr.1: 226252135, A to T !
DCG_01, RNA-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7577548, C to T !
DCG_02, RNA-seq !
SETD2, Nonsense!
Chr.3: 47165534, G to A !
DCG_02, RNA-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7577115, A to C   !
DCG_02, RNA-seq!
NF1, Frameshift del!
Chr.17: 29676180-81 del  !
DCG_03, Sanger-seq!
SETD2, Splicing!
Chr.3: 47098981, C to G  !
DCG_03, RNA-seq!
PPM1D, Frameshift del!
Chr.17: 58740467-89 del   !
DCG_03, RNA-seq!
PDGFRA, Missense!
Chr.4: 55136819, C to G   !
DCG_04, RNA-seq!
SETD2, Nonsense !
Chr.3: 47162252, G to A  !
DCG_04, Sanger-seq!
TP53, Splice site!
Chr.17: 7579591, C to G  !
DCG_04, RNA-seq!
PDGFRA, Missense !
Chr.4: 55141062, C to T  !
DCG_04, Sanger-seq!
EGFR, Splice site!
Chr.7: 55228019, G to A  !
DCG_04, RNA-seq!
NF1, Missense !
Chr.17: 29588778, C to T  !
DCG_04, RNA-seq!
MSH3, Missense !
Chr.5: 79974908 , G to C  !
DCG_04, RNA-seq!
PMS2, Missense !
Chr.7: 6029468, C to G  !
DCG_05, RNA-seq!
H3F3A, Missense!
Chr.1: 226252135, A to T !
DCG_05, RNA-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7578280, G to A   !
DCG_06, RNA-seq!
SETD2, Nonsense!
Chr.3: 47142990, G to C  !
DCG_06, RNA-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7579358, C to A  !
DCG_05, RNA-seq!
BRAF, Missense!
Chr.7: 140501299, C to A !
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図 5. WES により同定された変異の検証  
図 3 に表記した全ての変異を RNA シークエンスリード (RNA-seq) もしくはサ
ンガーシークエンス (Sanger-seq) にて検証し得た。サンプル ID、検証を行った
方法、変異情報を下に示す。ins insertion, del deletion. 
 
DCG_08, RNA-seq!
PPM1D, Nonsense!
Chr.17: 58740749, C to T   !
DCG_10, RNA-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7577153, C to A!
DCG_11, RNA-seq!
H3F3A, Missense!
Chr.1: 226252135, A to T !
DCG_11, RNA-seq!
FGFR1, Missense!
Chr.8: 38272308, T to C !
DCG_12, RNA-seq!
ATRX, Frameshift del!
Chr.X: 76907752 del!
DCG_14, Sanger-seq!
BRAF, Missense!
Chr.7: 140453136, A to T!
DCG_15, Sanger-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7578448, G to A!
DCG_15, Sanger-seq!
FGFR1, Missense!
Chr.8: 38272308, T to C!
DCG_15, Sanger-seq!
PIK3R1, Missense!
Chr.5: 67591097, A to G!
DCG_17, RNA-seq!
TP53, Nonsense!
Chr.17: 7578263, G to A   !
DCG_17, RNA-seq!
EGFR, Missense!
Chr.7: 55241726, C to T   !
DCG_17, RNA-seq!
MLH1, Frameshift ins!
Chr.3: 37070349, ins   !
DCG_17, RNA-seq!
MSH6, Frameshift del!
Chr.2: 48027637 del  !
DCG_17, RNA-seq!
PMS1, Nonsense!
Chr.2: 190718671, C to T  !
DCG_07, RNA-seq!
TP53, Missense!
Chr.17: 7578208, T to C   !
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図 . 6 TP53の体細胞変異  
9 症例の DCG でみられた TP53 の変異ポジションを示す。変異の種類をカラー
で示す。アミノ酸変化、症例 ID を上に示す。遺伝子ドメインをカラーボックス
で示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nonsense!
Splicing!
Missense!
DNA binding domainTA1
Transactivation domain 1!  DNA binding domain!
Transactivation domain 1!  Tetramerization domain!
Proline-rich domain!  Carboxy-terminal domain!
1aa
2 43 5 6 7 8 9 10 11
100aa 200aa 300aa
DNA binding domain
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4-3. 染色体コピー数解析  
全エクソームシークエンスデータを用いて DCG の染色体コピー数を算出し
た (図 7, 8 )。染色体 １番長腕、５番短腕、13 番、14 番、17 番短腕、18 番短腕
の欠失が高頻度あった。CDKN2A のホモ接合性欠失を４症例に、CDK4 の高度増
幅を 5 症例に認めた。大脳 GBM に高頻度認める EGFR の高度増幅、染色体 10
番の欠失、染色体 7 番の増幅は DCG には低頻度であった。  
 
図 7. DCG の染色体コピー数変化の頻度  
遺伝子ポジションごとのコピー数変化頻度。横軸に遺伝子ポジションを、縦軸
に増幅 (gain) 及び欠失 (loss) の頻度を示す。Copy-neutral LOH (cnLOH) は欠失
としてカウントした。 Chr chromosome. 
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図 8. 症例ごとの染色体コピー数変化  
症例ごとの染色体コピー数を色別に示す。縦軸に症例、横軸に染色体のポジシ
ョンを示す。 
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4-4. DCG にみられた SETD2変異  
全エクソームシークエンスを行った 17 症例の DCG のうち、4 症例 (23.5%)
に SETD2 の機能喪失型の体細胞変異がみられた (図 3, 4, 9a)。このうち 3 症例は
ナンセンス変異 (p.Q1292X、p.S1658X、p.Q198X) が、１症例はフレームシフト
となるスプライスサイトの変異  (c.6294-1G>C)がみられた。DCG_04 は
hypermutator であり、p.Q1292X に加えて、３つのミスセンス変異も伴っていた 
(p.K118N、p.A152V、p.T371R)。SETD2 変異を有していた DCG はいずれも WHO
グレード IV の GBM であった。 (14 症例の GBM のうち、4 症例に SETD2 変異
を認めた。)  SETD2 は H3K36 トリメチル化をもたらす唯一の遺伝子であり腎
癌等の複数の癌種において、この遺伝子の変異により H3K36 トリメチル化が低
下し、癌化を引き起こすと考えられている [13, 33, 58, 72]。DCG においても
SETD2 変異症例で H3K36 トリメチル化の低下がみられるか評価すべく、H3K36
トリメチル化に対する免疫組織染色を行った (図 9)。結果、SETD2 変異がない
症例で腫瘍の核が染色されるのに対して、変異を有する症例では染色性が低下
していた。 
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図 9. SETD2の体細胞変異  
a. 4 症例の DCG でみられた SETD2 の変異ポジションを示す。変異の種類をカラ
ーで示す。アミノ酸変化、症例 ID を上に示す。遺伝子ドメインをカラーボック
スで示す。SET SET domain, WW WW domain, SRI SRI domain, aa amino acid. b. 
H3K36 トリメチル化 (H3K36me3) 抗体による免疫染色。左に SETD2 変異症例、
右に野生型症例を示す。青矢印は内部ポジティブコントロールとして内皮細胞
を指す。スケールバーは 50μm を示す。 
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4-5. 新規 PPM1D融合遺伝子の同定  
全エクソームシークエンスで 2 症例に認めた PPM1D	 C 末端ドメインの短縮
型変異の他に、RNA シークエンスデータを用いた融合遺伝子解析により、同遺
伝子の新規融合遺伝子を同定した (図 10a)。DCG_12 において、PPM1D エクソ
ン 5 にマッピングされた RNA シークエンスのリードの 3’側は同遺伝子のエクソ
ン 6 ではなく、RPSK6B1 の転写方向と逆向きの配列であった (図 10b)。つまり
PPM1D のエクソン 5-6 間のイントロンと RPSK6B1 内で融合がおき、その結果
PPM1D が酵素ドメインを含むエクソン 5 まで転写され、その 3’側に RPS6KB1
の逆行性転写産物である非翻訳性 RNA が続いていると考えられた (図 10c)。こ
の非翻訳性 RNA には 3 つのアイソフォームが存在していたが、いずれもスプラ
イシングアクセプター配列である AG に続いていた。これにより PPM1D C 末端
ドメインの短縮型変異と同機能を果たす転写産物ができると考えられた。これ
らの転写産物が、特異的に増幅される PCR プライマーを設計し、cDNA を用い
てPCRを行ったところ、想定通りDCG_12で特異的に増幅が確認された (図11)。
PPM1D の機能獲得型変異 2 症例、融合遺伝子１症例、TP53 変異 9 症例は相互
排他的であり、計 12 症例 (71%) にて p53 抑制的に働く変化がみられた。 
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図 10. 機能獲得型 PPM1D 変異と新規融合遺伝子  
a. DCG でみられた PPM1D 異常。変異の種類をカラーで示す。アミノ酸変化、
症例 ID を上に示す。 b. PPM1D エクソン 5 にマッピングされたリードの 3’側
は、RPS6KB1 のイントロン領域の転写方向と逆向きの配列。 c. PPM1D 新規融
合遺伝子のシェーマ。PPM1D エクソン 5-6 間と RPS6KB1 が融合している。転
写産物は PPM1D の酵素ドメインを残し、エクソン 6 を失い、非翻訳 RNA 
(noncoding) が 5’側に続いている。 
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図 11. PPM1D融合遺伝子の PCR による検証  
融合遺伝子由来の転写産物 (３つのアイソフォームを含む) が特異的に PCR に
て増幅されるようにプライマー (上段) を設計し PCR を施行し、DCG_12 のみ
で増幅されることを確認した (中断)。増幅された断片はサンガーシークエンス
にて目的の配列であることが確認された (下段)。 
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4-6. DNA メチル化解析  
DCG のエピジェネティックな特徴を抽出すべく、17 症例の腫瘍 DNA を対象に
Infinium MethylationEPIC Bead Chip を用いて DNA メチル化データを取得し
た。このうち 3 症例は全エクソームシークエンス解析で腫瘍率が低く、正常脳
と極めて近いプロファイルを示したため、正常脳が多く混在していた影響と判
断し除外した。既報の神経膠腫の DNA メチル化データと比較するために、Sturm
らの既報の 210 症例のデータと合わせて、クラスタリング解析を行った [62]。
既報と同じ k-means 法を使用し、6 グループにわけた (図 12)。結果を図 13 に示
す。既報のサンプルは、ほぼ既報通りの 6 グループにわかれた。DCG に関して
は H3F3A K27M 変異を有する症例はいずれも脳幹や視床のこの変異を有する症
例と同様に“K27”グループに分類された。一方で興味深いことに、その他の DCG
は全例“RTK I (PDGFRA)”グループに分類された。このように DCG は H3F3A 
K27M 変異の有無で 2 つのメチル化グループに分かれることがわかった。そこで
この変異の有無をサンガーシークエンスで調べた 27 症例において、変異の有無
と予後の関係を調べたところ、H3F3A K27M 変異を有する症例は優位に予後が
悪いことが明らかになった (p=0.02)  (図 14)。 
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図 12. 224 症例の DNA メチル化データを用いたコンセンサスクラスタリン
グ  (k-means 法) 
CDF (consensus cumulative function ) (上) とその変化量 (下)。 
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図 13. DNA メチル化クラスタリング  
本研究で取得した 14 例の DCG のデータ及び、既報の 210 例の高悪性度神経膠
腫のデータを用いたクラスタリング解析。標準偏差で上位 8000 プローブを使用
し、k-means 法によるコンセンサスクラスタリングを行った。既報と同様に k=6
とした。Beta 値をヒートマップにて示す。下段に年齢、既報のメチル化グルー
プ、腫瘍の発生部位、サンプルのコホート、代表遺伝子の変異の有無を示す。
右に正常脳のヒートマップを示す。 
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図 14. H3F3A K27M 変異の有無による生存期間の比較  
H3F3A K27M 変異のある群 (3 症例) と無い群 (19 症例) において、カプランマ
イヤー解析により全生存期間を比較した。 
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4-7. 遺伝子発現プロファイル  
DCG の遺伝子発現プロファイルを探索すべく、DCG 及び大脳 GBM の腫瘍検
体を用いて RNA シークエンスを施行し、これらの遺伝子発現プロファイルを比
較することとした。上述のごとくDNAメチル化解析でDCGのうちH3F3A K27M
変異のない症例はいずれも“RTK I (PDGFRA)”グループに分類された。このグル
ープは一般に PDGFRA のコピー数高度増幅や発現上昇が多い群で知られている。
今回 GSEA により DCG と大脳 GBM の発現データを比較したところ、“RTK I 
(PDGFRA)”グループの DCG では、TCGA グループの研究で PDGFRA 高度増幅
の見られる GBM で上昇している遺伝子セット (“PDGFRA-amplified GBMs”) が
上昇していることが明らかになった。また、脳幹部の H3F3A K27M 変異がある
神経膠腫は PDGFRA の亢進がみられるとの報告があるが、“K27”グループの
DCG においても、この遺伝子セットは上昇していた。この遺伝子セットには
PDGFRA の他、OLIG2、NKX2-2、SOX5、ERBB3 等、オリゴデンドロサイト前駆
細胞分化に関連する遺伝子が多く含まれており、これらの遺伝子は DCG 発生に
重要な働きをしていると考えられた [50, 53]。 
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図 15. GSEA による DCG と大脳 GBM の遺伝子発現の比較  
遺伝子セット“PDGFRA-amplified GBMs”が DCG にて亢進。“RTK I”グループ
の DCG と大脳 GBM の比較 (左)。DCG 全症例と大脳 GBM の比較 (右)。 
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4-8. DNA メチル化、発現データの統合解析  
さらに DCG にて DNA メチル化、遺伝子発現が連動して変化している遺伝子
を探索することとした。本研究及び前述の Sturm らの既報の中で使用された
DCG を合わせた 18 症例と、既報の 123 症例の大脳神経膠腫のプロモーター領
域のメチル化 (beta 値) を比較し、volcano plot を作成した (図 16a)。結果、DCG
で最もプロモーターのメチル化が低い遺伝子の１つとして SOX10 が挙がった 
(図 16a, 表 7)。SOX10 はオリゴデンドロサイトの分化や PDGFRA の制御に重要
な転写因子である。プロモーター領域の低メチル化状態と相関して、DCG では
SOX10 の遺伝子発現が大脳 GBM と比較して優位に高かった (図 16b)。また興味
深いことに DCG に加えて、脳幹や視床神経膠腫でも SOX10 プロモーターの低
メチル化を認め (図 17)、これは脳幹、視床神経膠腫に関する別の 3 つの公共デ
ータにおいても検証された (図 18) [2, 19, 71]。また公共データにおいても SOX10
プロモーターのメチル化と同遺伝子の発現の逆相関がみられた (図 16c)。一方で
ニューロン分化に重要な転写因子である FOXG1 は DCG で大脳神経膠腫と比較
して最も高度にプロモーターのメチル化が見られ、発現が抑制されている遺伝
子の１つであった (図 16a, 16b, 表 7)。FOXG1 プロモーターの高メチル化は
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Sturm らが脳幹や視床の H3F3A K27M を有する神経膠腫にも見られる特徴とし
て過去に報告している [62]。また Sturm らは小児大脳神経膠腫で H3F3A G34R/V
を有する症例で OLIG1、 OLIG2 プロモーターの高メチル化を報告しているが、
DCG では OLIG1、OLIG2 のプロモーターは低メチル化であった (図 17)。この
ように神経膠腫発生部位によって、神経系の正常分化に重要な転写因子遺伝子
のメチル化に違いがみられたが、DCG では脳幹や視床に発生する神経膠腫と共
通のパターンであった。 
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a                           b 
c 
図 16. DCG と大脳高悪性度神経膠腫の比較  
a. 18 症例の DCG と 123 症例の大脳高悪性度神経膠腫において、プロモーター領
域のメチル化に差がみられる遺伝子を抽出した。１つの点は 1 つの遺伝子を表
す。横軸は両群の beta 値の平均値の差。縦軸の q 値はウェルチの t 検定後、多
重検定にて算出。q 値 < 0.01 かつ beta 値の平均の差 > 0.2 を優位差のある遺伝
子とした。 b. 14 症例の DCG と 8 症例の GBM において SOX10 及び FOXG1 の
RNA シークエンスにおける発現値を比較した。優位差の有無はウィルコクソン
t 検定にて行った。c. 既報のデータにおいても SOX10 プロモーターのメチル化
と発現に逆相関が見られた。 
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表７ . DCG と大脳神経膠腫でプロモーターメチル化レベルに有意差を認め
た遺伝子  
 
Gene! q-value! Difference (DCGs - cerebral high-grade gliomas)!
ADH1B! 3.317E-04! -0.222!
AK098727! 4.130E-07! -0.244!
AK308605! 8.440E-10! -0.244!
B3GNT7! 5.170E-06! -0.204!
BC037321! 4.754E-04! 0.228!
C12orf64! 1.325E-04! -0.230!
C14orf177! 9.430E-07! 0.245!
C6orf191! 1.510E-06! -0.245!
CCDC140! 9.290E-06! -0.334!
CSTB! 1.390E-05! 0.232!
DKFZp564P0662! 9.560E-06! 0.379!
DMRT2! 4.810E-05! -0.265!
DNAH14! 3.020E-05! -0.203!
FBN2! 7.790E-14! -0.228!
FOXG1! 8.000E-05! 0.235!
GPR22! 5.040E-07! -0.232!
IRX2! 2.300E-11! -0.216!
ITGA9! 1.280E-06! -0.201!
KIF25! 7.520E-07! -0.204!
LCE4A! 2.821E-04! 0.200!
LOC23117! 4.900E-08! -0.205!
MAP1S! 5.020E-05! -0.203!
MLL5! 8.423E-03! -0.227!
MYOZ2! 5.711E-04! -0.219!
NUAK1! 4.950E-05! -0.204!
OR1S2! 1.616E-03! -0.203!
OR5B3! 1.670E-03! -0.249!
PAH! 1.090E-03! 0.206!
S100A1! 1.290E-05! -0.247!
SLC22A10! 6.131E-04! -0.250!
SOX10! 2.690E-13! -0.347!
SYN2! 4.870E-21! -0.230!
TNFAIP1! 1.140E-06! -0.226!
TTC12! 1.243E-04! 0.239!
UCN3! 2.210E-07! -0.234!
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図 17. 18 症例の DCG を含む 224 症例の SOX10、FOXG1、OLIG1、OLIG2の
メチル化レベル  
Beta 値をヒートマップにて示す。上に染色体とメチル化アレイプローブの関係
を、左に各症例の発生部位、コホート、メチル化グループ、代表遺伝子の変異
情報を示す。 
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図 18. 部位情報のある 257 症例における、SOX10 及び FOXG1 のメチル化
レベル  
Beta 値をヒートマップにて示す。上に染色体とメチル化アレイプローブの関係
を、左に各症例の発生部位、コホート、メチル化グループ、代表遺伝子の変異
情報を示す。 
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4-9. モチーフ解析  
DCG 含めて SOX10 が亢進している症例に関して、SOX10 が上流の分子とし
て多くの遺伝子を制御しているか調べた。SOX10 プロモーターのメチル化レベ
ルにより３つのグループにわけた (図 19a)。SOX10 プロモーターのメチル化が
低いグループ (SOX10 promoter hypomethylation 群) のほとんどは DCG、“K27”
グループにクラスターされた脳幹や視床神経膠腫、“RTK I”グループの大脳神経
膠腫であった (図 19a)。このグループにおいて SOX10 プロモーターのメチル化
レベルが高いグループ (SOX10 promoter hypermethylation 群) と比較して、メチ
ル化レベルが低い非プロモーター領域のプローブを抽出した (図 19b)。非プロ
モーター領域を対象とした理由として、組織や癌種特異的な転写因子は主にエ
ンハンサーとして知られる制御領域に結合することにより転写を制御すること
による [43]。抽出した領域前後の配列に対してモチーフ解析を行ったところ、
SOX10 promoter hypomethylation 群でメチル化が低い領域に“CNTTGTT”配列が
濃縮していた (図 19c)。これは SOX10 含む SOX のモチーフに近い配列であり、
SOX10 promoter hypomethylation 群では多くの領域に SOX10 が結合して転写制
御している可能性が示唆された。 
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図 19. モチーフ解析  
a. 224 症例の神経膠腫サンプルを SOX10 プロモーターのメチル化レベルで 3 群
に 分 け た 。 b. SOX10 promoter hypomethylation 群 と SOX10 promoter 
hypermethylation 群において非プロモーター領域のメチル化レベルをを比較した。
横軸は両群の beta 値の平均値の差。縦軸の q 値はウェルチの t 検定後、多重検
定にて算出。SOX10 promoter hypomethylation 群において有意にメチル化レベル
が低い1070プローブが抽出された (q値 < 1×10-10 , beta値の平均値の差 > 0.25)	 
c. b で抽出したプローブ前後 1000 bp に最も濃縮していた配列を上段に示す。下
段に SOX10 のコンセンサスモチーフを示す。 
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５．考察	  
本研究においてDCGを対象に次世代シークエンサーを用いて網羅的解析を行
った。結果、TCGA プロジェクト等の大規模解析で明らかとなった神経膠腫の
分子プロファイルと多くの点で異なっていた。これは TCGA プロジェクトで解
析された検体のほとんどが大脳神経膠腫であったことによると言える。例えば
TERT プロモーター、PIK3CA、PTEN、RB1 等の変異や染色体 7 番の増幅、10
番の欠失、EGFR の高度増幅等は大脳 GBM で高頻度であるが、今回解析した
DCG では低頻度であった [3, 6, 28]。また IDH1/2 変異は大脳の低分化型びまん
性神経膠腫で高頻度であるが、DCG では WHO グレード Ⅱ、Ⅲ	 の症例含め
て見られなかった [10, 40]。さらに DCG で特徴的にみられる点も幾つか存在し
た。全エクソームシークエンス解析では SETD2 変異が高頻度みられた。SETD2
は H3K36 トリメチル化酵素をコードする遺伝子で、この遺伝子の変異は腎癌、
一部の白血病、胸膜中皮腫など幾つかの癌種で高頻度にみられる [7, 13, 33, 58, 
72]。腎癌の過去の研究から SETD2 変異により H3K36 トリメチル化が低下し、
クロマチン構造の変化につながり、転写異常を来たし癌化を引き起こすと考え
られている。神経膠腫における SETD2 変異に関して、成人の大脳神経膠腫や脳
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幹部や視床のような正中部発生の神経膠腫には低頻度であるが、小児大脳半球
の高悪性度神経膠腫に関して 15%程度と高頻度であり、同じ H3K36 トリメチル
化の低下を来す H3F3A G34R/V 変異と相互排他的に存在するとの報告がある 
[20]。今回の解析では成人のDCGで SETD2変異が高頻度に (17症例中 4症例) み
られた。DCG の SETD2 変異頻度は過去の成人神経膠腫の大規模ゲノム解析にお
ける SETD2 変異頻度 (TCGA プロジェクトの GBM で 292 症例中 5 症例、低分
化型びまん性神経膠腫で 283症例中 3症例) と比べて有意に高かった (それぞれ
p=0.0007、p=0.0002) [6, 10]。免疫染色では SETD2 変異のある DCG では他癌種同
様 H3K36 トリメチル化の低下がみられた [52]。また、これらの症例は H3F3A 
K27M 変異と相互排他的であったことから、DCG の発生に SETD2 変異や H3F3A
変異などのクロマチン制御異常が強く関与していることが示唆された。最近の
研究で H3F3A K27M を標的とした治療薬が有効との報告がある [22, 39, 49]。ま
た、腎癌における研究で、SETD2 変異による H3K36 トリメチル化の低下症例に
WEE1 阻害剤が有効であるとの報告がある (H3K36 トリメチル化の低下及び
WEE1 阻害がリボヌクレオチド・レダクーターゼ阻害による dNTP 低下をもたら
し、合成致死効果をもたらす) [48]。そういった点からもこのような変異を同定
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することは重要である。  
DCG にはまた、p53 機能異常をもたらす変異も高頻度みられた。TP53 変異は
17 症例中、9 症例にみられ一般的な GBM の TP53 変異 (約 30%) と比べて高頻
度であった [6]。この 9 症例のうち LOH を伴っている症例は 4 症例であったが、
TP53 変異は野生型アレルと複合体を形成して、正常機能を阻害する“dominant 
negative oncogene”としても作用すると考えられており、その意味ではいずれの
症例も癌化に寄与していると考えられた [38, 63]。また、17 症例中 3 症例に変
異を認めた PPM1D は serine / threonine protein phosphatase の一種であり、p53、
CHK2、H2AX、ATM といった DNA damage response pathway に関する分子に抑
制的に作用する。この遺伝子の染色体コピー数増幅や高発現は乳癌、卵巣癌、
髄芽腫などの多くの癌腫の癌化に寄与すると考えられている [8, 37]。また最近
の研究で生殖細胞系列変異としてみられる PPM1D の C 末端ドメイン内の短縮
型変異が乳癌、卵巣癌のリスク因子となることが報告された [54]。この変異は
PPM1D の安定性を増加させ、機能獲得型変異として作用することが示された 
[29]。さらに、この PPM1D C 末端ドメインの変異が脳幹部の神経膠腫で体細胞
変異としてみられること発見された [71]。その報告では 33 症例の脳幹神経膠腫
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のうち、6 症例の PPM1D 変異と 9 症例の TP53 変異が相互排他的に見られた。
一方で、57 症例の大脳神経膠腫のうち PPM1D 変異は１症例に認められるのみ
であった。今回我々の研究でも 17 症例の DCG のうち、3 症例の PPM1D 異常と、
11 症例の TP53 変異は相互排他的に見られた。また PPM１D 異常のうち１症例
は過去に報告のない機能獲得型の融合遺伝子であった。この融合遺伝子はエク
ソン 5-6 間で、同染色体上の RPSK6B1 と染色体転座を起こすことで、結果的に
PPM1D C 末端ドメインの短縮型変異と同様の機能を持った産物を生じると考え
られた。この融合遺伝子は、今回RNAシークエンスデータにより発見されたが、
全エクソームシークエンスのみの研究では検出できない異常であった。PPM1D
の同様の融合遺伝子は脳幹神経膠腫やその他の癌腫にも存在している可能性は
あると考えられる。また PPM1D 過剰発現や変異に対する治療薬の開発も進めら
れており、神経膠腫においても部位特異的な治療標的となる可能性があると考
えられる [17, 30]。 
転写因子は細胞分化の過程において重要な役割を果たす。例えば SOX10 は ES
細胞から神経幹細胞に至るまでポリコーム複合体により抑制されているが、オ
リゴデンドロサイト前駆細胞へ分化する際に抑制がはずれ、オリゴデンドロサ
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イト系への分化誘導に重要な役割を果たす [50, 53, 68]。Sturm らは K27M 変異
を有する正中部 (脳幹や視床) に発生する神経膠腫において FOXG1 が、また
G34R/V 変異を有する小児大脳神経膠腫においては OLIG1 及び OLIG2 がプロモ
ーター領域のメチル化により特徴的に抑制をうけていることを明らかにした 
[62]。通常癌化に伴ってプロモーター領域に新たに加わるメチル化は、起源細胞
においてポリコーム複合体による H3K27 トリメチル化修飾により抑制をうけて
いる領域に多く、その細胞にとって必須の遺伝子のプロモーター領域にメチル
化が加わり抑制されることは一部の遺伝子を除いて稀である[42, 55, 69]。よって、
癌化に伴い加わるプロモーター領域のメチル化は起源細胞の性質を反映してい
るとされている [59]。このような背景から Sturm ら上述のように部位特異的な
変異を持つグループごとに、神経系分化に重要な転写因子遺伝子のプロモータ
ー領域のメチル化の差は、これらの細胞起源の違いを反映していると考察した 
[62]。今回の研究で我々はこれらに加えて SOX10 のプロモーター領域のメチル
化に神経膠腫の部位ごとに著明な差が見出した。また、DCG では OLIG1+ (低メ
チル化・高発現)、OLIG2+ (低メチル化・高発現)、FOXG1− (高メチル化・低発
現) という点が、正中部の K27M 変異を有する神経膠腫と共通するのみでなく、
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SOX10 プロモーターが大脳神経膠腫と異なりメチル化を免れ SOX10+ (低メチル
化・高発現) である点も共通しており、これらの起源細胞が近い可能性が示唆さ
れた。ゲノムワイドのメチル化クラスタリングでは DCG は DKFZ グループの提
唱した６グループのうち、“K27”グループまたは“RTK I (PDGFRA)”グループの
２グループのみに分かれた [62]。両メチル化グループ共に、PDGFRA 発現が亢
進していることで知られているが DCG もまた、PDGFRA 関連遺伝子群が著明に
亢進していた [46, 47, 51, 62]。神経系において、PDGFRA は SOX10 により制御
を受け、オリゴデンドロサイト分化時に誘導されることが知られている [18, 53]。
上述のように DCG では SOX10 が亢進しており、その結果として PDGFRA 関連
遺伝子遺伝子の亢進につながっている可能性が考えられた。PDGFRA 増幅を伴
う細胞株を用いた実験においてチロシンキナーゼ阻害剤であるレゴラフェニブ
やダサチニブが有効であったとの報告もあり、今後の臨床応用も期待される[15, 
31]。 
一方で予後という点では脳幹神経膠腫の過去の報告同様、DCG でも K27M 変
異を有する“K27”グループは有意に悪く、この２グループを分けることは臨床
上重要である [27]。 
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本研究において、これまで詳細な分子プロファイルが明らかとなっていない
DCG を対象に網羅的分子解析を行った。結果、クロマチン制御に関連した
H3F3Aや SETD2の変異、p53 に関連した TP53や PPM1Dの変異を高頻度認
めた。メチル化解析では H3F3A変異の有無により 2 群に分けられ、遺伝子発現
においてはいずれの群も PDGFRA関連遺伝子が亢進していた。さらに他部位に
発生した神経膠腫のデータと比較することで、神経膠腫の発生部位により異な
った転写因子制御を受けていることが示唆され起源細胞の違いによる可能性が
考えられた。特に DCG では SOX10 の亢進が特徴的であった。本研究の結果、
DCGは他部位の神経膠腫と異なった分子プロファイルを有することが明らかに
なったとともに、部位特異的分子異常に対するテーラーメード治療が有効であ
る可能性が示唆された。 
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